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Utilisation d'un hvdroael pour la culture de chondrocytes 

L'invention conceme rutilisation d'un hydrogel cellulosique pour la culture 
tridimensionnelle de chondrocytes en vue de leUr implantation en un site 
5 cartilagineux. 

Le cartilage est un tissu conjonctif de soutien specialise non vascularise, 
non innerve, resistant et elastique. II est present au niveau des cotes, du 
sternum, du nez et des oreilles mais egalement au niveau des articulations. Le 
10 cartilage contient des cellules specialisees appelees chondrocytes et une matrice 
extracellulaire (MEC) composee essentiellement de fibres de collagene et de 
proteogiycanes. 

Le cartilage articulaire peut etre le siSge de nombreuses alterations 
d'origine inflammatoire (polyarthrite rhumatoTde, ost§oarthrite), traumatologique 

15 ou liees au vieillissement (arthrose). L'^tabiissement de ces atteintes 
cartilagineuses conduit, d plus ou moins long terme, §i une degradation de la 
matrice extracellulaire et une diminution de la celiularite. L'absence de 
vascularisation et de proliferation des chondrocytes confere a ce tissu de faibles 
capacites de reparation qui rendent ces processus cataboliques irreversibles. Au 

20 regard du vieillissement de la population, ces pathologies degeneratives 
concement aujourd'hui une part importante de la population et representent done 
un enjeu majeur de sante publique. Dans ce contexte, la communaute 
scientifique s'interesse depuis de nombreuses annees aux moyens de regenerer 
un tissu cartilagineux fonctionnel. 

25 Afin de stimuler les faibles propri6tes de reparation spontanee du cartilage, 

des techniques chirurgicales de chondroplastie abrasive, de micro fracture ou de 
spongialisation ont §te proposSes (Hunziker, 2002). Ces techniques, permettant 
la formation d'un caillot sanguin d'origine sous-chondrale, conduisent a la 
formation d'un tissu cartilagineux qui demeure fibreux et transitoire (Shapiro et 

30 aL, 1993). Parallelement, des techniques de transplantation de tissu possedant 
des propridt^s chondrogeniques ont egalement Studiees. L'utilisation de 
transplants autologues de perioste ou de perichondre et de tissus osteochondral 
(mosaicplastie) a permis la neoformation d'un tissu de type cartilagineux apres 
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implantation (Hunziker, 2002). Les nombreuses limitations de ces techniques 
(instability de la greffe, calcification, falble reproductibilit6 des r§sultats cliniques) 
at la restriction de leur indication ^ la reparation de lesions focales, ont 
recemment conduit au developpement de nouvelles techniques d'ingenierie 

5 tissuiaire appliquees aux atteintes traumatologiques du cartilage. 

Brittberg et al. furent les premiers a proposer une methode de r6paration 
basee sur la transplantation de chondrocytes autologues (Brittberg et al., 1994). 
Celle-<ji se deroule en trois temps^ tout d'abord un fragment de cartilage est 
prelev6 dans une zone non portante afin d'isoler des chondrocytes. Ceux-ci sont 

10 alors multiplies in vitro en monocouche puis reimplantes sous un lambeau 
p^riosty au niveau de la lesion. Les resultats ont montre une reparation du defaut 
cartilagineux, mais les patients doivent subir deux interventions chirurgicales 
lourdes. Par ailleurs, le phSnotype des cellules aprds leur amplification en 
monocouche reste d determiner. 

15 Plusieurs matrices tridimensionnelles d'origine v6getale ou animate ont par 

ailleurs 6te developp6es comme les eponges de collagene, la fibrine, I'acide 
hyaluronique ou Talginate (Cancedda et al., 2003). Le risque de transmission 
virale associ^ d rutilisation de ces materiaux biologiques et les reactions 
inflammatoires observ6es lors des experimentations pre-cliniques, ont dirige les 

20 recherches actuelles vers ie developpement de biomateriaux totalement 
synth6tiques (Hunziker, 2002). Des polymeres tels que Tacide poly lactique, 
Tacide poly glycolique, les fibres de carbone, le polyesterurethane, le Dacron et le 
Teflon ont ete proposes et utilises in vitro pour la culture 3D de chondrocytes ou 
de cellules m6senchymateuses. Parmi ces polymeres synthetiques, certains ont 

25 entraTnS des reactions immunitaires ou une inflammation apres leur implantation 
en site cartilagineux (Cancedda et al., 2003). 

Des compositions d'hydrogel injectables sont d^crites notamment dans le 
brevet US 6,129.761. 

30 Les inventeurs ont maintenant mis en evidence rint6ret de cultiver des 

chondrocytes en trois dimensions au sein d'un hydrogel auto-retlculant en 
fonction du pH, en vue d'une implantation dans un site cartilagineux. 
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L'hydrogel utilise est un hydrogel auto-r^ticuiant en fonction du pH, qui est 
constitue d'une solution aqueuse d'hydroxy6thylceIlulose (HEC) ou 
d'hydroxypropylmethylcellulose (HPiVlC) sur laquelle sont greffes des 
groupements silanes qui permettent la formation de liaisons covaientes entre les 
5 chaTnes d'HEC ou d'HPMC. 

Ce type de matSriau polym^re est decrit en association avec une charge 
minerale dans la demande de brevet Internationale WO 97/0591 1 . 

Ce materiau est constitue de preference d'un polymere de formule 
simplifiee : 

10 (HEC ou HPMC)-0-X-Si(0Z)3 

pouvant etre obtenu par reaction d'hydroxyethylceliulose (HEC) ou 
d'hydroxypropylmethylcellulose avec un compose de formule (1) : 

XSi(OZ)3 (1) 
oD X reprdsente un atome d*halogene ou un groupe hydrocarbone a fonction 
15 6poxy, notamment en C2.20. et Z est choisi parmi un atome d'hydrogene, un metal 
alcalin et un groupe alkyle, notamment en C1.5. 

Le compose de formule (1) peut etre par example le (3- 
glycidoxypropyl)trim6thoxysilane 

C^^irpQ H~C H2O— (C H2)3— S i(0Me)3 

20 En milieu basique, le compose organosilicie se greffe sur THEC ou THRMC 

avec ouverture de T^poxyde et les groupes metoxysilane sont hydrolyses pour 
conduire a un polymere de formule simplifiee : 

^O-Na* 

(HEC ou HPMC)-0-CH2-CHOH-CH20-(CH2)3-S-Si^O"Na+ 

^ 0-Na+ 

De preference, le polymere est un polymere d'HPMC silanis6e. 

25 Ce polymere est stable en solution aqueuse a un pH sup^rieur ou egal a 

environ 12,4. Une acidification de la solution provoque une augmentation 
progressive de la viscosrte et la formation d'un hydrogel. Ce phenom^ne 
physique correspond a la r6ticulation du polymere par (i) transformation des 
groupes silanolates en groupes silanols : 

3Q — ^SiO-Na* — ^ SiOH 
puis, formation d'un reseau tridimensionnel par 
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(ii) condensation d'un silanol sur un autre silanol 

(HECouHPMC)-^ SiOH + ^C + HPMC) -"^A'SiOH— ^(HEC ou HPMC) -^SiOSi-^(HECouHPMC) 

eVou 

5 (iii) condensation d'un silanol sur un groupe hydroxy des cycles des others de 
cellulose ou des substituants 

^ SiOH + (HEC ou HPMC)-ROH-* (HEC ou HPMC)-^ SiOR-(HEC ou HPMC) 

10 Cette reticulation de type covalent provoquSe par une baisse du pH de la 

solution aqueuse du polymSre est reversible et I'hydrogel se redissout lorsque 
I'on augmente le pH du milieu. Ainsi. avant d'§tre utilis6, le polymere synth§tise 
peut se presenter sous la forme d'une poudre qui peut §tre dissoute dans une 
solution alcaline d'hydroxyde de sodium. Le pH de g6iification se situe entre 7 et 

15 12 en fonction de la vitesse de reticulation recherchee. 

Le gel obtenu est st§rilisable a I'autoclave (par exemple S ^2VC pendant 
20 minutes). 

Le polymere en solution aqueuse basique, avant reticulation, peut 
egalement §tre melange d une solution tampon physiologique avant son 

20 utilisation biologique. Le pH du melange final est ainsi adapts au temps de 
manipulation recherche avant reticulation de I'ensemble. Ce temps de reticulation 
est mesurable par rheometrie oscillatoire et peut varier de 5 minutes d 5 jours en 
fonction des parametres de ce melange, principalement le pH et la temperature 
(Bourges et al., 2002a ; Bourges et al., 2002b). 

25 Pour foumir un taux de reticulation convenable pour I'application 

envisagee, il est souhaitable que les groupes lateraux porteurs de silicium, de 
type silanolate ou precurseur de sllanolate de metal alcalin ou d'ammonium, 
representent de 0,5 a 5% du poids sec total du polymere. 

L'invention a pour objet rutilisatlon d'un tel hydrogel d'HEC silanis6e ou 

30 d'HPMC silanis6e, auto-reticulant en fonction du pH, pour la culture 
tridimensionnelle ex vivo de chondrocytes. 

L'hydrogel utilise presente notamment les avantages suivants : 
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il est biocompatible avec des cellules chondrocytalres integrees 
en son sein ; 

les chondrocytes sont integres de manifere Intime dans Thydrogel ; 
ies chondrocytes d§differenciSs par amplification en monocouche 
5 se redHT^rencient au sein de Thydrogel, et maintiennent des 

caract^ristiques de chondrocytes ; 

la reticulation est contrdlable par le pH du tampon biologique 
ajoute au melange d'hydrogel et de cellules chondrocytaires. 
Les cellules mises en culture dans Thydrogel sont de preference des 
10 chondrocytes humains ou animaux. de preference des chondrocytes autologues, 
de patients presentant une lesion du cartilage. 11 peut par exemple s'agir de 
cellules prelevees au niveau d'un tissu cartilagineux, par exemple ^ partir d'une 
partie du cartilage articulaire ou au niveau du cartilage nasal. 

Les cellules mises en culture dans I'hydrogei peuvent etre §galement des 
15 cellules indifferenciSes, capables de diffdrenciation chondrog^nique. Sont ainsi 
comprises les cellules souches mesenchymateuses ou des cellules souches 
provenant de tissu adipeux. Les premieres peuvent gtre notamment obtenues par 
preldvement de moelle osseuse (typiquement par aspiration d Taide d'une 
seringue depuis les os trabeculaires tels que os longs, crete iliaque), les 
20 secondes par lipo-aspirations (typiquement par aspiration sous vide de masses 
graisseuses). 

Ces cellules indiff6rendees sont ensuite cultivees en presence de 
Thydrogel dans des conditions permettant Tinduction d'un phenotype 
chondrocytaire. Ces conditions sont de preference une culture dans des milieux 

25 de culture classiques (DMEM ou MEM), additionnes de glutamine et 
d'antibiotiques si nScessaires, et de s§rum animal ou humain, de preference 
autologue, ou substituts de serum, ainsi que d'adjuvants chondrogeniques. On 
peut citer notamment insuiine, transferrine, sodium seienite, acide ascorbique, 
TGF-beta, lGF-1, BMP (« bone morphogenetic protein »), dexamethasone, acide 

30 linoieique, BSA (<c serum albumine bovine »), ou pyruvate. D'autres adjuvants 
pourront egalement etre utilises afin d'induire la differenciation chondrogenique 
des cellules. La culture est de preference realisee dans des conditions humides a 
SZ^'C en presence de concentrations en oxygene pouvant varier selon les 
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besolns. L'hypoxie a en effet 6te montr6e comme un facteur Important pour le 
d6veloppement d'un ph^notype chondrocytaire. 

L'invention a egaiement pour objet un proc§de ex vivo de pr6paration d'un 
5 complexe de cellules Int6gr6es dans un hydrogel, complexe destine a etre injecte 
dans un site cartilagineux, ledit proced6 comprenant le melange ex vivo de 
chondrocytes ou de cellules indifferenciees, capabies de differenciation 
chondrogenique, avec un hydrogel d'HEC ou d'HPMC silanisee. autor^ticulant en 
fonction du pH, dans un tampon blologique au pH approprle pour la reticulation 
10 de rhydrogel, dans des conditions et une duree appropriees pour integration et 
la culture tridimensionnelle des chondrocytes, le cas echeant issus de la 
differenciation desdites cellules indifferenciees, dans Thydrogel. 

Tout tampon blologique peut §tre utilis6 par I'homme du metier. A titre 
d'exemples, on peut citer le tampon phosphate (PBS, phosphate buffered salt), 
15 tampon HEPES, ou TRIS. Tout milieu blologique connu de Thomme du m§tier est 
en outre utilisable, tel que le milieu DMEM ou alpha-MEM (alpha minimum 
essential medium). 

De mani^re pr6f6r6e, le proced§ comprend les etapes ex vivo suivantes : 

- Tamplification de chondrocytes en monocouche, sur un support solide, tel 
20 qu'une plaque de culture ; 

- la recolte des chondrocytes amplifies, d6diff6renci6s de par leur 
ampliffcation en monocouche ; 

- le melange des chondrocytes amplifies dedifferencies avec Thydrogel 
dans un tampon blologique au pH approprie pour la reticulation de rhydrogel, ce 

25 qui conduit a integration des chondrocytes au sein de Thydrogel et a leur 
redifferenciation. 

Les propri6tes rheologiques de Thydrogel compose d'HEC ou d'HPMC 
silanisee permettent son injection sur le lieu d'implantation, favorisant ainsi la 
vectorisation des chondrocytes par chirurgie peu invasive. 
30 L'hydrogel au sein duquel les chondrocytes ont et§ cultives peut etre 

implante dans un site de la lesion, normalement occupe par du cartilage. 
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Les lesions vis^es peuvent §tre des pertes de substances cartilagineuses 
focales llees S des s^quelles traumatologiques ou, plus g6neralement, toutes les 
atteintes ou pertes cartilagineuses ostSoarticuIaires ou plastiques. 

L'invention peut §tre appliqu6e § I'ingenierie de I'ensemble des tissus 
5 cartilagineux c'est i dire de type : 

- hyalin (present au niveau de la cloison nasale, du larynx, des anneaux 
tracheaux, articulaires, ou a I'extremite stemale des cotes) ; 

- fibro-cartilage (present au niveau des disques intervert6braux, certains 
cartilages articulaires, et la symphyse pubienne) ; 

10 - elastique (present au niveau du pavilion de I'oreille, du conduit auditif 

exteme, de i'^piglotte, de la trompe d'eustache, et des cartilages Iaryng6s). 

La reparation des disques Intervert6braux est partlcull§rement vis6e. La 
cause des lombalgles n'est pas connue, mals pourrait §tre due au disque 
intervertebral et sa deterioration inevitable et relative d I'dge. Le disque 

15 intervertebral est une structure fibrocartilagineuse compose de quatre tissus 
concentriques disposes entre les corps vertebraux adjacents. La couche 
exterieure est I'anneau fibreux exteme, qui est constitue de fibres de collagene 
fortement orientees. L'anneau fibreux interne est moins dense en collagene, et 
est moins organise que l'anneau externe. La zone de transition est une fine zone 

20 de tissu fibreux, qui s6pare I'anneau interieur du nucleus pulposus, zone centrale 
geiatineuse formant un noyau. Les disques intervertebraux sont hypovascularises 
et possedent une innervation limitee. Chez I'adulte, les disques sont nourris par 
diffusion des nutriments et des metabolites. Les disques contiennent reiativement 
peu de cellules enchassees dans une matrice extracellulaire abondante. 

25 constituee princlpalement d'eau, de proteoglycanes, de collagene, et de 
proteines non coHag6niques. Les cellules du" disque synthetisent ces 
macromoiecules et maintiennent et reparent cette matrice extracellulaire. A I'Sge 
adulte, les cellules chondrocytaires sont les seules cellules du noyau. L'anneau 
fibreux interieur, la zone de transition, et le plateau cariiilagineux des corps 

30 vertebraux adjacents contiennent egalement ces chondrocytes, tandis que 
l'anneau externe contient une majorite de cellules de type fibroblastique. Un 
certain degre de degenerescence du disque se produit chez tous les individus. 
Une association claire a ete montr6e entre i'Sge et la degenerescence des 
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disques. La d^gSn^rescence a §te observee des la seconde dScennie de la vie. 
Les personnes qui pr§sentent des disques symptomatiques subissent una 
acceleration du processus normal de vieillissement, en raison de facteurs acquis 
mais egalement genetiques. 

5 

Uinvention a done egalennent pour objet un precede du traitement du 
corps humain ou animal, comprenant radministration par injection d'hydrogel tel 
que defini plus haut prealablement colonis6 ex vivo par des chondrocytes, par 
example selon ie precede decrit plus haut. 
10 L'injection peut etre reaiisee a I'aide d'un systeme comportant una 

seringue sterilisable et des embouts munis de pistons ^ usage unique, par 
example Ie systeme commercialise par HAWE NEOS DENTAL, comprenant una 
seringue st§rilisee a I'autoclave (r6f. N** 440, Seringue Hawe-Centrix C-R*^, Mark 
III) et des embouts (r6f. N° 445). 

15 

Les figures et exempies suivants illustrent i'invention sans en limiter la 
portee. 

LEGENPE DES FIGURES : 

20 Les Figures 1A a 1C representent I'activite MTS des chondrocytes cultives 

pendant 24, 48 et 72 heures soit dans les conditions controles (absence 
d'hydrogel), soit au contact de Thydrogel si-HPMC, soit en presence 
d'actinomycine D (5 \xqlm\). SW1353 (Fig. 1A), C28/12 (Fig. 1B) et chondrocytes 
nasaux humains (Fig. 1C). *p<0,001 compare au contrdle k chaque temps. 

25 Les Figures 2A a 2C representent Ie denombrement des chondrocytes 

cultives pendant 24, 48 et 72 heures soit dans les conditions contrdles (absence 
d'hydrogel), soit au contact de I'hydrogel si-HPMC, soit en presence 
d'actinomycine D (5 pg/ml). SW1353 (Fig. 2A), C28/12 (Fig. 2B) et chondrocytes 
nasaux humains (Fig. 2C). *p<0,001 compare au controle a chaque temps. 

30 

EXEMPLES : 

Example 1 : preparation de rhvdroqel 
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Materiels : 

- HPMC E4M® (Colorcon- Dow Chemical, France) 

- Glycidoxypropyltrim6thoxysllane (GPTMS) (Acres, Belgique) 

- HEPES (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) 

5 - NaOH (VWR International, Fontenay-sous-Bois, France) 

- NaCI (\A/VR International) 

- HCI 0.1 M (Sigma Aldrich). 

- Serum de veau foetal (SVF) (Dominique Dutscher. Brumath, France). 

a) Svnthese de la poudre d'hvdroxvpropvl methvlcellulose silantsee (Si- 
10 HPMC^ 

Les syntheses sont realisees sur des quantites de 240 grammes d'HPMC. 
Le polysaccharide selectionne est rE4M®. La synthese est r6alis6e avec du 
glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) dans un ballon de 6 litres en milieu 
h6t6rogene dans un solvant organique (Bourges et al., 2002). La synthese est 
15 effectu^e sous ebullition pendant 3 heures. La poudre d'HPMC silanis6e est 
s6ch^e une premidre fois a Tetuve pendant une nuit puis lyophiiis§e (Christ Alpha 
1-4 ST). 

b) Preparation de la solution d'hvdroxvpropvl methvlcellulose silanisee 

20 Six grammes de poudre de Si-HPMC sont solubilis§s dans 200 ml d'une 

solution de NaOH ^ 0.2 M. Ce melange est agite pendant 48 heures. La solution 
de Si-HPMC est ensuite dialys^e pendant 16h dans une solution de NaOH 0.09 
M. Puis une deuxieme dialyse est realisee dans une solution de NaOH 0.09 M 
pendant 2 heures. Cette solution de Si-HPMC a 3% est ensuite aliquotee et 

25 sterilisee a la vapeur (121 ''C, 30 minutes). 

c) Induction de la reticulation de rhvdroqel 

Uhydrogel utilise pour la culture ceilulaire est prepare extemporan6ment 
en melangeant, sous hotte a flux laminaire, 7.5 ml de solution de Si-HPMC avec 
7.5 ml de tampon HEPES et supplements de 10% de SVF. Le tampon HEPES 
30 est prepare par dissolution de 3.1 g d'HEPES et 0.8g de NaCI dans une solution 



wo 2005/044326 



PCT/FR2004/002844 



10 

d'HCI a 0.03M. Cette solution est ensuite aliquot^e et sterilisee a la vapeur 
(12rC, 30 minutes). 

Ce nn6lange HEPES/Si-HPMC est agite au Vortex 15 secondes puis 
centrifuge 2 minutes ^ 1200 rotations par minutes (rpm). Ce melange est 
5 transfere en plaque de culture. Le milieu de culture est ajoute 1 heure apres. 

d) Caract6risation phvsioue de rhvdrogel par Rheoloole 

Materiels et m6thodes 
Afin de caracteriser la reticulation de I'hydrogel, les inventeurs ont effectu6 
la mesure de deux parametres rheologiques: le module dispersif -G" 

10 (caract6ristique des liquides) et le module conservatif G' (caracterlstique des 
solides). Cette mesure est realisee avec un rh§ometre (Rheostress 300, Thermo 
Haake, Karlsruhe, Germany) 6quipe d'un cdne plan de 60 mm de diametre et de 
V d'angle (C6ne plan C60/1 titan, Thenno Haake). L'entrefer entre la troncature 
et le plateau est de 0.053 mm. La mesure est r^alis^e en mode osclllatoire avec 

15 trois frequences d'osclllations (1 Hz, 3.2 Hz et 10 Hz) et une contralnte imposee 
de 1 Pascal, d une temperature de 37'*C et pendant 1 200 000 secondes 
(13.8jours). Les r6sultats sont exprim6s en Pa. 

R6sultats 

20 L'hydrogel presente les caract6ristiques d'un liquide visqueux au moment 

de sa preparation. Lors de sa reticulation, ses caracteristiques physiques 
evoluent vers celles d'un gel. Uhydrogel prepare selon le mode de realisation 
prefere, presente a Texemple 1, se compose, une fois ia reticulation terminee (10 
jours), de 1,5 % de polymere sec et de 98,5 % d'eau, une teneur en eau 

25 comparable a celle du cartilage. La taille calculee de la maille de Thydrogel (0,22 
pm) apparatt inf^rieure ^ ia taille d'une cellule. 

Dans le but de connallre les caracteristiques physiques de Thydrogel, 
comme le point de gel qui correspond au debut de la reticulation, ie temps de 
reticulation et la taille de la maille de l'hydrogel, revolution en fonction du temps 

30 de la composante liquide (G") et de la composante ^lastique (G') a dte mesuree, 
et ce, pour trois frequences diff6rentes. Done d cheque fr6quence correspond un 
couple G7G". La TanA de chaque couple a ete tracee, ces trois courbes se 
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rejoignent en un point: le point de.gel. La reticulation de I'liydrogel a debute 33 
minutes apres sa preparation, et s'est achev^e 244 heures plus tard (10 jours) 
moment oD la composante eiastique (G*) atteint un plateau pour une valeur de 
310 Pa. Cette valeur de la composante eiastique nous a permis de caiculer la 
taille de la maille de i'hydrogel. 

Dans les conditions de preparation d^crites ci-dessus, la taille statistique . 
moyenne de la maille de I'hydrogel (Xi) etait de 0,023 pm. 

Tableau 1 : Resultats de ia caracterisation rh6ologique de I'Hydrogel de Si- 
HPMC a 3% 



Vol de solution de Si- 
HPMC 


Vol 
Tairpon 


%Si- 
HPMC 


% final 
deSi- 
HPMC 


PH 
m61ange 


G' 


KT/G' 


XiC5)eii 
miciom&tre 


Point de gel 
en minutes 


1 


1 


3.00% 


1,50% 


7,37 


310 


l,3355B-23 


0,023 


33 



Exemple 2 : T est de cytotoxicite de Thydrogel 

MATERIELS ET METHODES 

2.1 Culture cellulaire 

a) Lignees chondrocytaires 
Materials: 

- Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) (Invitrogen corporation, 
Paisley, UK). 

- Milieu nutritif Ham's F12 (Invitrogen corporation). 

- Penicilline/streptomycine (Invitrogen corporation) 

- L-glutamine (Invitrogen corporation) 
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- Trypsine/EDTA (Invitrogen corporation). 

Les inventeurs ont utilise les iignees de chondrocytes humains SW1353 et 
C28/I2 respectivement d6riv6es d'un chondrosarcome humain (Mengshol et al.. 
5 2000) et de cartilage costal humain immortalise par Tantigene T du virus simien 
40 (Goldring et al., .1994). Ces cellules sont cultiv6es dans un melange 
volume/volume de DMEM et Ham's F12 supplements avec 10% de SVF, 1% de 
penicilline/streptomycine et 1% de L-Glutamine (DMEM/F12 complet) dans une 
atmosphere humide ^ 37^*0 et 5 % C02. 

10 Le milieu de culture est renouvele entiSrement tous les deux jours. 

Lorsque les cellules atteignent 80-90 % de la confluence, elles sont traitSes par 2 
ml de Trypslne (0.025%) /EDTA (0.01 %). Apr§s Incubation 3 minutes ^ 37'*C, la 
solution de trypsine/EDTA est collect6e et centrifug6e (8 min, 1200 rpm) en 
presence de 8 ml de milieux DMEM/F12 complet. Apres Elimination du 

15 sumageant, le culot cellulaire est reconstituE avec 10 ml de DMEM/F12 complet. 
Les cellules sont ensuite dSnombrees et reparties dans des flacons de 25 cm^ a 
une densite de 10 000 cellules/cm^. 

b) Chondrocytes primaires 

20 - Isolement de chondrocytes nasaux humains 
Materiels: 

- Hank's balanced salt (HBSS, Invitrogen Corporation). 

- Protease (Pronase, Sigma-Aldrich). 

- Collagenase type IV (Sigma-Aldrich). 

25 Du cartilage nasal humain est preleve apres obtention du consentement 

eclaire de patients subissant une rhinoplastie reconstructrice. Le cartilage nasal 
est lave cinq fois dans du Hank's Balanced Salts (HBSS) et decoupe en copeaux 
sous hotte a flux lamlnaire. Les copeaux de cartilage sont ensuite incubus 
pendant 30 minutes d 37''C dans du HBSS contenant Img/ml de protease. Les 

30 copeaux sont ensuite rinces trols fois dans du HBSS, puis incubes pendant 4 
heures et sous agitation dans du DMEM complet (10 % SVF,. 1% 
Penicilline/streptomycine et 1% L-Glutamine) contenant 0.625 mg/ml de 
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collagenase. Le sumageant est centiifug§ 5 minutes ^ 1400 rpm. Le culot est 
lav§ unefois dans du HBSS, centiifug§ (8 min, 1200 rpm) et resuspendu dans 10 
ml de DMEM complet. Les cellules sont d^nombrees et transferees en flacon de 
25 cm^ d une densite cellulaire de 10 000 cellules/cm^. Les cellules sont 
5 maintenues en culture en atmosphere humide d 37°C et 5 % CO2. Les milieux de 
culture sont renouveies tous les deux jours. Lorsque les cellules atteignent 80-90 
% de la confluence, elles sont traitees d la trypsine/EDTA comme decrit cl- 
dessus. 

10 - Isolement de chondrocytes articuiaires de lapin 

Materiels: 

- Hyaluronldase (Sigma-Aldrich). 

- Trypsine (Sigma-Aldrich). 

- collagenase type II de Clostridium histolyticum (290 U/mg, Sigma- 

15 Aldrich) 

- Tamis cellulaire (Falcon, Franklin Lakes, USA). 

Comme pr^cedemment d6crit par Ghayor et al., 2000, des lapins nouveaux-nes 
dg^s de 12 ou 13 jours sont sacrrfies par dislocation cervicale aprds anesthesie. 
Sous hotte e flux laminaire, les pattes avant et arridre sont preiev^es et 

20 debarrassees de leurs tissus mous. Les articulations des genoux et des epaules 
sont ensuite disloquSes. A I'aide d'un scalpel, le cartilage articulaire est decoupe 
en fines tranches et les copeaux obtenus sont places dans du HBSS. Ces 
copeaux sont successivement incubes 10 minutes ^ SZ^C dans 12 ml de HBSS 
contenant 0.05% de hyaluronldase, puis 15 minutes ^ SZ^C dans 6 ml d'HBSS 

25 contenant 0.2% de trypsine. Apres deux ringages dans du HBSS, les copeaux 
sont transferes dans du HBSS a 0.2% de collagenase et incubes 30 minutes ^ 
37°C. 

Les copeaux subissent une demiere etape de digestion par incubation 
dans une solution de DMEM complet enrichi de 0.03% de collagenase pendant 
30 15 heures. Le produrt de digestion est filtre sur tamis cellulaire. collecte et 
centrifuge (8 min, 1200 rpm). Le culot cellulaire est resuspendu dans 20 ml de 
DMEM complet. Les cellules sont denombrees et transferees en flacon de 25 cm^ 
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a une density cellulaire de 10 000 ceiluies/cm^. Les cellules sont finalement 
maintenues en culture en atmosphere humlde d 37**C et 5 % CO2. Les r-nllieux de 
culture sont renouveles tous les deux jours. Lorsque les cellules atteignent 80-90 
% de la confluence, elles sont traitees a la trypsine/EDTA comme d6crit cl- 
5 dessus. 

2.2. Etude de la cytotoxicity de i'hydrogel 

a) Conditions experimentales 
Materieis: 

10 - Plaque de culture 24 puits Corning-Costar (Corning BV, Schiphol- 

Rijk, The Netiierlands). 

- Actinomycine D (Sigma-Aldrich) 

- DMSO (Sigma-Aldrich) 

- Methyle Tetrazoiium Salt (MTS) (Cell Titer 96 MTS, Promega 
15 corporation, Madison, Wl). 

- Phenyle M6thyle Sulfoxyde (PMS) (Sigma-Aldrich). 

- Phosphate buffered salt (PBS, Invitrogen corporation) 

Afin de determiner la cytotoxicity de I'hydrogel, les chondrocytes primaires 
humains, les cellules SW1353 et C28/I2, sont repartis dans des plaques de 

20 culture 24 puits d une density de 10 000 cellules par cm^. Apres 24 heures 
d'incubation a 37**C et 5% CO2, les cellules sont cultivees en presence (600 m' de 
Si HPMC par puits) ou en absence d'hydrogel (500 pi de milieu complet) pendant 
24, 48, et 72 heures. Des cellules cultivees en absence d'hydrogel sont 
egalement traitees par de TActinomycine D (5 pg/ml) ou son excipient (DMSO) 

25 pour disposer d'un controle positif de cytotoxicite. 

b) Test MTS 

Ce test colorim6trique mesure la capacity des mitochondries des cellules 
vivantes a oxyder le sel de tetrazoiium MTS en fomnazan. Le produit colore forme 
est proportionnel a I'activity deshydrogynase des mitochondries. La nnesure de 
30 Tabsorbance permet done de quantifier la viability cellulaire. Apres 24, 48, et 72 
heures d'incubation dans les conditions dycrites ci-dessus, les cellules sont 
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lav§es avec du milieu complet et incub§es 1 heure d ST'^C en presence de 100 pi 
de r6actif MTS contenant 48pg/ml de PMS et 2mg/ml de MTS. La mesure 
d'absorbance a 490 nnn est rSalisee par un lecteur de microplaque (MRX, 
Dynatech Laboratories, VWR international). Les r6sultats sont exprimes en 
5 pourcentage d'activite MTS par rapport aux conditions controles (cellules 
cultivees en absence d'hydrogel). 

c) D^nombrement cellulaire 

Apres 24, 48 et 72 heures d'incubation dans les conditions precisees ci- 
dessus, le milieu de culture avec ou sans hydrogel est aspire et remplace par 200 

10 pi de trypsine/EDTA. Les cellules sont incubees 2 minutes en atmosphere 
humide a 37°C et 5 % CO2. Les cellules sont ensuite collectees et centrifugees (8 
min, 1200 rpm) en presence de 2 ml de milieu de culture complet. Le culot est 
resuspendu dans 2 ml de milieu de culture complet et les cellules sont 
dSnombrSes aprds coloration vitaie par une solution de Bleu Trypan (0.04% dans 

15 PBS) sur cellule de Malassez. Les r6sultats sont exprimes en nombre total de 
cellules par puits. 

RESULTATS 

2.3 Caract^risation des Chondrocytes nasaux humains 

20 

Afin de caract^riser le phenotype des cellules isolees de cartilage nasal 
humain, les inventeurs ont dtudiS par RT-PCR I'expression de certains 
marqueurs du phenotype chondrocytaire aprds isolation et au cours d'une culture 
en monocouche. Cette §tude montre que les chondrocytes nasaux fraTchement 

25 isol6s (PO) exprimalent le collagene II, TAggrecane, et le collagene X mais 
egalement le collagene I. Lors des differents passages, les inventeurs ont 
observe une modification de Texpression de ces differents genes. L'expression 
du collagene de type II a diminue entre PO et P3. L'aggrecane a presente une 
baisse de son expression entre PO et P1 . Le collagene X etait faiblement exprime 

30 par les chondrocytes fraTchement isoles, son expression n'etait plus detectable a 
P3. En revanche, Texpression du collagene de type I a augments fortement entre 
P2 et P3. 
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Ces r§sultats montrent que les chondrocytes nasaux fraTchement isoles 
exprimaient le collag6ne II, I'aggr^cane et le collagdne X. L'expression de ces 
marqueurs chondrocytaires a dimlnu^ en culture monocouche et s'est 
accompagnee d'une forte augmentation de l'expression du collagene de type 1 . 

5 

2.4 Cytotoxicity de i'hydrogel 

a) Mesure de ractlvit6 MTS des chondrocytes cultiv6s au contact du ael : 

Pour d^teiminer I'effet cytotoxique de I'hydrogel sur les chondrocytes, les 
10 inventeurs ont r^alis^ un dosage de i'activitd I^TS sur les iign^es cellulaires 

SW1353 et C28/I2 et sur les chondrocytes humains nasaux apr6s 24h, 48h et 72 

heures de culture au contact de I'hydrogel Si-IHPMC. 

Les r^sultats ont montr^ que I'activit^ MTS n'6tait pas modifi^e par la 

presence de Thydrogel. En effet, I! n'a pas ete observe de difference significative, 
15 pour les chondrocytes SW1353, C28/I2 et les chondrocytes nasaux hunnains, 

entre les conditions de cultures contrSles et les cultures realisees au contact de 

rhydrogel. En revanche, ractinomyclne-D, inhibiteur de la transcription, utilisee ici 

comme contrdle positif de la cytotoxicite a entrame une dinninution significative de 

I'activite MTS des 24 heures. L'actlvite MTS des chondrocytes SW1353, C28I2 et 
20 Isolds du cartilage nasal humain aprds 24 heures en presence d'actinomycine D 

a diminue respectivement de 72%, 69% et 88% (figures 1A ^ 1C). 

Ces rSsuitats montrent que I'hydrogel n'a pas affecte I'activitd MTS ni des 

chondrocytes SW1353 et C28/I2, ni des chondrocytes nasaux humains. 

25 b) D6nombrement au bleu trypan: 

Afin de ddtemiiner {'influence de I'hydrogel sur la proliferation cellulaire, les 
inventeurs ont realist un dSnombrement cellulaire S I'aide d'une coloration au 
bleu trypan. Cette coloration permet de distinguer les cellules vivantes (blanches) 
des cellules mortes (bleues). Ce d^nombrement est effectud apres 24h, 48h et 
30 72 heures de culture au contact de Thydrogei pour les lignees cellulaires SW1353 
et C28/I2 et pour les chondrocytes nasaux humains (figures 2a a 2C). 
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II n'a pas 6td observe de difference significative entre le nombre de 
chondrocytes SW1353, C28/I2 et chondrocytes nasaux humains cultives dans les 
conditions contrdles et lors d'une culture realisee au contact de Thydrogel de Si- 
HPMC. En revanche, Tactinomycine-D a entraTne une diminution significative du 
5 nombre de cellules des 24 heures. Le nombre de chondrocytes SW1353 a 
diminue de 88%, le nombre de chondrocytes C28/I2 a diminue de 81% apres 24 
heures d'incubation avec Tactinomycine D. Les chondrocytes nasaux humains 
ont enregistre une diminution de 43% apres 24h de traitement par Tactinomycine 
D. 

10 Ces resultats montrent que Thydrogel n'a pas entraTne de modification de 

la proliferation que ce soit pour les chondrocytes SW1353, les chondrocytes 
C28/I2 ou les chondrocytes nasaux humains. 

15 

Example 3 : Culture des chondrocytes dans I'hydrogel 

3.1 Observation des chondrocytes en culture tridimenslonnelle 

MATERIELS ET METHODES 

20 Conditions exoerlmentales 
Materiels: 

- Cell tracker green (CTG) (Molecular probes, Leiden, The 
Netherlands). 

- Ethidium Homodimer-1 (EthD-1) ( Molecular probes) . 

25 Les chondrocytes articulaires de lapins, les cellules SW1 353 et les C28/I2, 

sent mis en suspension dans Thydrogel a raison de 1 million de cellules/ml 
d'hydrogel. 500 pi de ce melange sont deposes dans des puits de plaques de 
culture 24 puits. Les cellules sont ensuite cultivees en presence de milieu 
complet pendant 48h, 96 h, 1 semaine et deux semaines. Parallelement, un 

30 controle positif de mort cellulaire est realise par addition d'une solution 
d'actinomycine D a 5pg/mL Les cellules cultivees au sein de Thydrogel sont 
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observees grSce au cell tracker green (CTG) et ethidium homodimerl (EthD-1). 
Le CTG est un produit incolore qui diffuse librement au travers des membranes 
cellulalres. II est ensuite transforme dans le cytoplasme par la glutathione S- 
transferase en un produit fluorescent incapable de ressortir de la cellule. Le CTG 
5 produit une fluorescence verte dans les cellules vivantes. L'EthD-1 est un agent 
intercalant de I'ADN dont la fluorescence augmente de 40 fois apres fixation sur 
les acides nucleiques. 11 ne penetre que dans les cellules presentant des 
dommages membranaires. L'emploi conjoint de ces deux colorants permet une 
colocalisation des cellules vivantes (coloration verte) et des cellules mortes 

10 (coloration rouge) (Magne et al., 2003). Le milieu de culture est aspire et 
remplac§ par 400 pi d'une solution de CTG ^ 5 pM dans du milieu de culture 
complet Les cellules sont ensuite incub6es 1h ^ ZJ^'C. La solution de CTG est 
ensuite remplac^e par du milieu complet et les cellules sont a nouveau Incubees 
30 minutes d 37''C. Aprds un ringage au PBS, les cellules sont trait^es 1h d 

15 temperature ambiante et ^ Tabri de la lumiere par 400 pi d'une solution d"EthD-1 
a 1pM dans du milieu complet sans SVF. Le milieu est finalement enleve, 
rhydrogel est aspir6 et monte entre lame et lamelle. Les images sont obtenues 
par microscopie epifluorescente (Axioplan, Zeiss, lena, Germany) et sont 
enregistrees a I'aide d'une camera numerique DC30 (Kappa opto-electronics 

20 Gmbh, Gleichen, Germany). 

Les cellules dans le gel ont egalement ete visualisees par nnicroscopie 
confocale inversSe ^ balayage laser (IFR 26, Caroline Vignes-Colombeix) apr6s 
24, 48 et 72 h de culture comme d^taille cl-dessus. Le microscope confocale cr^e 
une image nette en eliminant les signaux n'appartenant pas au plan focal. Ce 

25 microscope possfede une platine porte-objet pouvant se d§placer dans Taxe Z, ce 
qui permet de faire verier le plan focal et ainsi de visualiser differents plans de 
Techantillon. La fluorescence du CTG a ete reperee en utilisant le d§tecteur de la 
fluoresc6ine isothiocyanate (FITC: Xex = 488 nm; A,em collectee = 490-560 nm). 
La fluorescence de EthD-1 est visualisee par le detecteur de la rhodamine 

30 (TRITC: A,ex = 568 nm; A,em collectee = 570-700 nm). 



RESULTATS 
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Dans le but d'observer le ddveloppement des chondrocytes lors d'une 
culture tridimensionnelle au sein de I'hydrogel, les inventeurs ont effectu6 des 
colorations (CTG et EthD-1) sur les chondrocytes SW1353, C28/I2 et sur des 
chondrocytes articulalres de lapin. lis ont ensuite observe ies chondrocytes en 

5 microscopie a fluorescence. Au sein de I'hydrogel, ies chondrocytes SW1353, ies 
C28/i2 ou les chondrocytes articuiaires de lapin ont presente une forme arrondie 
et etaient fortement colores en vert par le cell traclcer green. De rares cellules 
apparaissaient colorees en rouge. Les chondrocytes SW1363, C28i2 et 
articuiaires de lapins se sont developpes en trois dimensions dans Thydrogel en 

10 formant des nodules dont le nombre et la taille augmentaient en fonction du 
temps de culture. 

Afin de proposer une observation tridimensionnelle des cellules cultivees 
dans rhydrogel, lis ont compl§t6 leurs observations par de la microscopie 
confocale. Seules les observations des cellules C28I2 sont report^es dans ce 

15 travail- La microscopie confocale a montr6 les memes r6sultats que ceux obtenus 
prec6demment en microscopie fluorescente classlque. Les cellules se 
developpent sous forme de nodules. Les cellules traltees a ractinomycine D 
pendant 48h ont presents une forte coloration rouge. De rares cellules 
conservaient une coloration verte. Ces resultats indiquent que dans nos 

20 conditions de culture, la double coloration cell tracker green/ethydium 
homodimer-1 a permis de differencler les cellules vivantes des cellules mortes. 
Les observations des chondrocytes SW1353, des chondrocytes nasaux humains 
et des chondrocytes articuiaires de lapin sont en cours d'analyse. 

Uensemble de ces r6sultats montrent que les chondrocytes SW1353, 

25 C28/I2 et les chondrocytes articuiaires de lapin ont conserve leur viabilite en 
culture tridimensionnelle au sein de Thydrogel. 

3.2 Analyse du ph^notype chondrocytaire 

30 Afin d'analyser le phenotype chondrocytaire, Texpresslon des messagers 

codant pour certains marqueurs des chondrocytes a 6t6 recherch6e par RT-PCR. 



wo 2005/044326 



PCT/FR2004/002844 



20 

a) Conditions experimentales 
IVIateriels : 

- Trizol® reagent (Invitrogen Corporation). 

Afin de caracteriser le pfienotype des cellules isolees du cartilage nasal 
5 humain, une fraction des cellules fraTchement isolees est congelee en presence 
de Trizol® (passage 0; PO). L'autre fraction cellulaire est repartie a raison de 10 
000 cellules/cm^ dans des flacons de 25 cm^. Les cellules sent repiqu^es toutes 
les semalnes dans les conditions decrites pr^cedemment (chapitre a)). Apres 1 , 2 
et 3 passages, les cellules sont congel^es ^ -SO^'C en presence de Trizol® 
10 (Passage 1 (P1 ), 2 (P2), et 3 (P3)). 

Les chondrocytes fraTchement isoISs de cartilage articulaire de lapins sont 
repartis a raison de 1 million de cellules/ml d'hydrogel et 2ml de ce melange sont 
deposes dans des puits de plaque de culture 6 puits. Les cellules sont ensuite 
cultivees pendant 3 semalnes avant congelation en presence de Trizol® . 

15 

b) Extractions des ARN totaux 
Materiels : 

- Chlorofomne (\AA/R). 

- Isopropanol (Sigma Aldrich). 
20 - Ethanol (VWR), 

- Agarose (Promega Corporation) 

- bromure d'ethidlum (BET) (Promega corporation) 

- Tris Borate EDTA (TBE) (Invitrogen corporation) 

Les cellules sont decongelees sur de la glace, gratt^es puis la solution de 
25 Trizol® est collect§e et centrifug§e pendant 10 minutes S 12 000 rpm et a 4**C. 
La phase superieure est prelev^e et additionn§e de 200 |jl de chloroforme puis 
vortexee 15 secondes. Aprds 10 minutes d'incubation ^ temperature ambiante, 
les echantillons sont centrifuges 15 minutes ^ 12 000 rpm et d 4**C, La phase 
aqueuse est prelevee et les ARNs totaux sont precipites par centrifugation 
30 (12000 rpm, 15 minutes, 4''C) en presence de 500 pi d'isopropanol. Le 
sumageant est preleve et le culot est lave avec de I'ethanol 75 % puis s6che. Les 
ARNs totaux sont repris dans 20 pi d'eau. La quantite d'ARNs isolee est ensuite 
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evalu§e par mesure de Tabsorbance a 260 nm. Les concentrations d'ARNs sont 
finalement ajust6es d 1 vg/yxl Afin de v6rifler I'int6grit6 des ARNs extraits, 500 ng 
d'ARNs totaux sont separes par ^lectrophordse sur gel d'Agarose ^ 1% dans du 
tampon TBE contenant du BET. La migration s'effectue a 100V pendant 30 
5 minutes. Les ARNs totaux sont visualises a i'aide d'un transiiluminateur UV. 

c) Analyse des transcripts par RT-PCR 

- Traitement d la DNAase 
MatSriels : 

- Desoxyribonuclease I (DNAse I) 5U/|jI (Invitrogen Corporation) 
10 - Tampon de DNAse I 10X (Invitrogen Corporation) 

- Acide Ethylene diamine t6tra acetique (EDTA) 25 mM (Invitrogen 
Corporation). 

Deux pg d'ARN sont preleves et additionnes d'1 pl de tampon de DNAse I 
10X, 1 pi de DNAse I (SU/pl) et le volume est ajuste a 10mI avec de Teau sterile. 
15 Les echantillons sont ensuite incubus 15 minutes d temperature ambiante. La 
reaction est arret^e par Taddition de 1pl d'EDTA 25 mM et le produit de la 
reaction est plac6 10 minutes d GS^'C. 



- Transcription inverse (RT) 
20 Materials: 

- Desoxynucleotide triphosphate (dNTP) 10 mM (Invitrogen 
Corporation). 

- Amorces hexanucl6otidiques a 0.5pg/pl (Random Hexamers, 
Promega Corporation hexaprimer C1181 ). 

25 - Avian Myeloblastosis virus reverse transcriptase (AMV-RT) 10U/pl 

(Promega Corporation). 

- Tampon AMV-RT 5X (Promega corporation) 

- RNAse inhibitor ( RNAsine) 400U/pl (Promega Corporation). 

A chaque echantillon prealablement traite a la DNAase, sont ajoutes 3 pi 
30 de dNTP a 10 mM, 3pl d'amorces hexanucl6otidiques, 6pl de tampon AMV-RT , 
Ipl d'AMV-RT, Ipl de RNAsine et le volume est ajuste a 30 pi avec de I'eau 
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sterile. La transcription inverse est r6alisee gi I'aide d'un themnocycleur 
(Eppendorf Mastercycler,VWR) dans les conditions suivantes : 10 minutes S 
25*^0. 50 minutes S 42^C et 10 minutes a 95X.La solution d'ADN 
complementaire simple brin (ADNc) ainsi obtenue est ensuite stockee a -20''C 
5 jusqu'a son utilisation pour la reaction de PGR. 

- Reaction de polymerase en chaTne (PGR) 
Materieis : 

- Amorces oligomeriques specifiques (MWG Biotech, Courtaboeuf, 

France). 

10 - Tampon Taq polymerase 10X (Invitrogen Corporation). 

- Taq polymerase SU/pl (Invitrogen Gorporation). 

- MgCI2 50 mM (Invitrogen Gorporation). 

La PGR est r§alisee d partir de 2 pi de solution de cDNA auxquels sont 
ajoutds 0,5 pi d'amorce sens et 0,5 pi d'amorces antisens a lOOng/pl, 5 pi de 

15 tampon de taq polymerase, 1.5 pi de MgCI2 , 0,5 |jI de taq polymerase et 40 pi 
d'eau. Les reactions de PGR sont r6alis6es d I'aide d'un thermocycleur 
(eppendorf Mastercycler) dans les conditions suivantes : 3 minutes de 
denaturation ^ 94**C suivi de 30 cycles de 20 secondes d 94"*C (d6naturation), 20 
secondes a 60°C (hybridation) et 20 secondes d'elongation a 72*'G. La reaction 

20 de PGR est achevee par 10 minutes d'elongation a 72°C. Les resultats de cette 
etude presentent des produits de PGR obtenus dans la phase exponentielle 
d'amplificatlon. La sequence des amorces, les temperatures d'hybridation et la 
taille des amplicons sont precisees dans le tableau 2 ci dessous. 

25 Tableau 2 : Sequence des amorces, temperature d'hybridation et taille des 
amplicons pour les g^nes refSrenc^s. 



Genes 


S6qiiences des amorces Sens (S) et anti-sens (AS) 


Tm 


Taille an:q)licoiis 


actme humaine 


S 5'-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3' 
AS 5'-AGTCITCCCCTCCATCGTTG-3' 


60°C 


164 pb 


Collagene n 
(alpha 1) hTimain 


S 5'-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA«3' 
AS 5'-GAGGCGTGAGGTCTTCTGTGA-3' 


60°C 


108 pb 
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et lapin 








Aggrecane 
humain et lapin 


S 5'-CCCTGGCAATGATGGCACTGTTC-3' 
AS 5'-TGGCAATGATGGCACTGTTC-3» 


60°C 


117 pb 


CoUagene I 
(alpha 2) hximain 


S 5'-CATGGAAACCGTGGTCAAACT-3' 
AS 5'-ACCAGCGATACCAGGCAGAC-3* 




186 pb 


CoUagtoe X 
humain et lapin 


S 5'-CAAGGCACCATCTCCAGGAA-3' 
AS 5'-GCATTTGGTATCGTTCAGCGT-3' 


60°C 


131 pb 


Collagene I 
(alpha 1) lapin 


S 5'-GATGCGTTCCAGTTCGAGTA-3' 
AS 5'- GGTCTTCCGGTGGTCTTGTA-3* 




312 pb 



d) Separation sur gel d'aqarose 

La separation electrophoretique des produits d ■amplification PGR a 6t6 
r6alisee sur gel d'agarose a 2% dans du tampon Tris Borate EDTA (TEB) 1X. Les 
5 bandes sont r^vSldes par du bromure d'§thidium ^ Taide d'un trans-illuminateur 
UV. La taille des amplicons est r^ferencee dans le tableau 2. 

d) Analyse densitom6triaue seml-ouantitative des gels d'aoarose. 

LMntensitS des bandes obtenues sur les gels d'agarose d 2% (genes 
d'int6r§ts et gene de r6f6rence) a 6t§ estim6e d I'aide du logiciel Leica Q500 
10 (Leica Imagine Systems, Cambridge, UK) pennettant Tanaiyse semi-quantitative 
par densitom6trie des transcrits amplifies aux differentes conditions 
exp6rimentales. Les resultats sont exprimes comme le ratio gene d'interet/gene 
de reference en unite arbitraire. 

15 RESULTATS 

Afin de verifier le maintien du phenotype des chondrocytes articulaires de 
lapin en culture tridimensionnelle au sein de Thydrogel, ils ont §valu6 par RT- 
PCR Texpression des transcrits codant pour le collagene de type II. I'aggrecane 
et le collagene X. ParallSlement, {'expression du collagene de type I a egalement 
20 ete recherch^e. 

Lors d'une culture en monocouche, les inventeurs ont observ6 une 
diminution de {'expression du collagene de type II, de I'aggrecane et du collagene 
de type X. A pres trois semaines de culture le collagene de type II demeuralt 
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faiblement exprim§, alors que le collagene de type X et Taggrecane n*etaient plus 
d^tectables. Parallelement, nos r§sultats montrent que Texpression du collagene 
de type I est augmentee apr6s trols semaines de culture en monocouche. 

A rinverse. lorsque les cellules sent cultivees en trols dimensions dans 
5 rhydrogel pendant trois semaines, {'expression du collagene de type II, de 
ragr§cane et du collagene de type X sont maintenues. L'expression du collagene 
de type I n'est pas apparue stimulee. 

Ces resultats indiquent que la culture tridimensionnelle des chondrocytes 
articulaires de lapin perniet ie malntien de I'expression des marqueurs 
10 chondrocytaires (collagene II, aggr§cane et collagene X). 

Example 4 : etude de la redifferenclation des chondrocytes en 
culture tridimensionnelle 

Dans le but d'^tudier la redifferenciation des chondrocytes en culture 

15 tridimensionnelle dans Thydrogei pr6par6 d Texemple 1, des chondrocytes 
nasaux humains et articulaire de lapin fraTchement isoles ont ete cultives en 
monocouche pendant 4 semaines, puis en trois dimensions dans I'hydrogel et 
paralldlement en monocouche pendant 4 semaines. 

Les ARN totaux ont ete extrait d cheque passage lors des cultures en 

20 monocouche et ^ 2, 3 et 4 semaines pour les cultures tridimensionnelles. 
L'expression du collagene de type II et Tagrecanne marqueurs specifiques du 
phenotype chondrocytaire, mais aussi le collagene de type I marqueurs de la 
dediff6renclatlon des chondrocytes ont ete recherches par RT-PCR. 

Les resultats montrent que les chondrocytes fraTchement isoles 

25 expriment le collagene de type II, le collagene de type I et Tagrecanne. 
Uexpression de ces marqueurs est modifi^e lors de la culture en monocouche, 
l'expression du collag§ne II et de Tagrdcanne diminue lors des dHT^rents 
passages jusqu'a disparaTtre au bout de trois passages, alors que Texpression du 
collagene de type I augmente fortement des le premier passage et reste 

30 fortement exprime lors des differents passages. Les chondrocytes semblent done 
s'etre dedHT6rencies au bout de trois passages en culture monocouche. Ensuite, 
lors de la culture tridimensionnelle de ces chondrocytes dans Thydrogel, les 
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r6sultats ont montri§ une augmentation de I'expression du collag§ne de type II 
ainsi que de I'agr^canne mals 6galement une diminution de {'expression du 
collagdne de type I. Ces r^sultats suggerent que les cellules ont retrouvS un 
ph6notype chondnDcytaire dans I'hydrogel. 

Ces r§sultats indiquent que I'hydrogel utilise pemiet la rediff^renciation 
de cliondrocytes pr6alablement d6differencl6s. 

Tests statlstiaues 

Toutes les experiences ont §t6 r§alis6es en triple. Chaque experience a 
6t6 realis^e deux fois. Les resultats sont exprim^s connme la moyenne +/- I'ecart 
type. Les etudes comparatives de moyennes ont 6te effectu6es en utilisant le test 
Anova. Les resultats sont consider^s comme significativement differents pour 
p<0,05. 



Exemole 5 : implantation sous-cutanee de chondrocytes nasaux 

Des hydrogels ont et6 prepares comme d^crit aux exemples precedents, 
integrant des cliondrocytes humains derives de cartilage nasal (CNH). lis ont 
ensuite ete implantes en site sous-cutane chez la souris nude, et laisses pendant 
trois semaines. 

Les experiences ont ete menees dans les cinq conditions suivantes : 

1) chondrocytes nasaux humains cultives en trois dimensions dans 
I'hydrogel pendant 15 jours avant implantation. 

2) chondrocytes nasaux humains cultives 15 jours en monocouche 
avant implantation via Thydrogel. 

3) chondrocytes nasaux humains fraTchement isoies et Implantes via 
i'hydrogel. 

4) fibroblastes de prepuce humain cultives 15 jours en monocouche 
avant implantation via I'hydrogel. 

5) hydrogel seul. 
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Lore de la recuperation des implants, les inventeure ont pu constater 
que trois semaines apres implantation, les implants etaient toujours blen visibles. 
L'hydrogel ne s'est done pas r§sorb6 durant ces trois semaines. Les analyses 
histologiques ont montre la presence de nodules de chondrocytes positifs pour la 
5 coloration bleu Alcian au sein de Thydrogel, ceci pour les trois conditions 
contenant des CNH (conditions 1 , 2 et 3). L'ensemble de ces resultats nous a 
done montre que Thydrogel de Si-HPMC pernnettait la neoformation d'un tissu de 
type cartilagineux apres trois semaines in vivo. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un hydrogel d'hydroxyethylcellulose (HEC) silanis6e ou 
5 d'hydroxypropylm6thylcellulose (HPIVIC) silanisee, auto-reticulant en fonction du 

pH, pour la culture tridimenslonneile ex vivo de chondrocytes. 

2. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle Thydrogei est 
susceptible d'etre obtenu par reaction d'HEC ou d'HPMC avec un compose de 

10 formule (1 ) : 

XSi(OZ)3 (1) 
oCi X repr6sente un atome d'halog^ne ou un groupe hydrocarbon^ ^ 
fonction epoxy, notamment en C2-20, et Z est choisi pamrii un atome d'hydrogSne, 
un m6tal alcalin et un groupe alkyle, notamment en C1.5. 

15 

3. Utilisation selon Tune des revendications 1 ou 2, dans laquelle 
THEC ou rHPMC porte des groupes lateraux silanolate ou precurseurs de 
silanolate de m§tal alcalin ou d'ammonium representant de 0,5 a 5% du poids 
sec total de THEC ou THRMC. 

20 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, Thydrogel 6tant 
constitu§ d'un polymere de formule simplifiee : 

^0-Na+ 

(HEC ou HPMC)-0-CH2-CHOH-CH20-(CH2)3-S-SI V-ONa+ 

^ O-Na* 

5. Proc§de ex vivo de preparation d'un complexe de cellules integr§es 
25 dans un hydrogel, complexe destine a etre injecte dans un site cartilagineux, ledit 

proced6 comprenant le melange ex vivo de chondrocytes avec un hydrogel 
d'hydroxyethylcellulose (HEC) silanisee ou d'hydroxypropylmethylcellulose 
(HPMC) silanisee, autoreticulant en fonction du pH, dans un tampon biologique 
au pH approprie pour la reticulation de Thydrogel, dans des conditions et une 
30 duree approprlees pour Tintegration et la culture tridimensionnelle des 
chondrocytes dans I'hydrogeL 
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6. Proc§de ex vivo de preparation d'un complexe de cellules !ntegr§es 
dans un hydrogel, complexe destin6 ^ §tre injecte dans un site cartilaglneux, ledit 
precede comprenant le melange ex vivo de cellules indifferenci^es capables de 

5 differenciation chondrogenique avec un hydrogel d'hydroxyethylcellulose (HEC) 
silanls§e ou d'hydroxypropylm^thylcellulose (HPMC) silanisee, autoreticulant en 
fonction du pH, dans un tampon blologique au pH appropri§ pour la reticulation 
de I'hydrogel, dans des conditions et une duree appropri^es pour I'int^gration et 
la culture tridimenslonnelle des chondrocytes issus de la differenciation desdites 

10 cellules indifF6renciees, dans I'hydrogel. 

7. Proc6d§ selon la revendlcatlon 5, comprenant les Stapes ex vivo 
suivantes : 

15 - Tamplification de chondrocytes en monocouche, sur un support solide ; 

- la recolte des chondrocytes amplifies, dediff6renci6s de par leur amplification en 
monocouche ; 

- le melange des chondrocytes amplifies dedifferendes avec I'hydrogel dans un 
tampon blologique au pH approprie pour la reticulation de I'hydrogel, ce qui 

20 conduit § I'integration des chondrocytes au sein de I'hydrogel et d leur 
redifferenciation. 

8. Precede selon I'une des revendications 5 a 7, dans lequel I'hydrogel est 
susceptible d'etre obtenu par reaction d'HEC ou d'HPMC avec un compose de 

25 formule (1 ) : 

XSI(OZ)3 (1) 
oCi X represente un atome d'haiogene ou un groupe hydrocarbone d 
fonction epoxy, notamment en C2-20. et Z est choisi pamni un atome d'hydrogene, 
un metal alcalin et un groupe alkyle, notamment en Ci^. 

30 

9. Precede selon I'une des revendications 5 d 8. dans lequel I'HEC ou 
I'HPMC porta des groupes lateraux silanolate ou precurseurs de silanolate de 
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m6tal alcalin ou d'ammonium repr6sentant de 0,5 d 5% du polds sec total de 
I'HEC ou I'HPMC. 

10. Proced6 selon Tune des revendlcatlons 5 § 9. Thydroge! 6tant constitu6 
5 d'un polymdre de fomnuie simplifiee : 
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